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RESUMEN

El sindrome de Dravet (SD) es una enfermedad rara infantil que consiste en un tipo de epilepsia
caracterizada por una variedad de crisis resistentes a farmacos, frecuentemente inducidas por
fiebre, que debuta a los pocos meses de edad y que generalmente deriva en discapacidad
motora y cognitiva. Esta enfermedad es debida a mutaciones dominantes en el gen SCN1A
humano que codifica un canal de sodio activado por voltaje esencial para la excitabilidad
neuronal. Existe mucha variabilidad en el fenotipo de la enfermedad, es decir, no hay una
sintomatologia consenso descrita para todos los pacientes, ni para los que tienen la misma
mutacion.

Para este trabajo se ha empleado el modelo para®! de Drosophila melanogaster por ser para el
gen homdlogo al gen SCN1A en la mosca de la fruta y bss1 una mutacién caracteristica de D.
melanogaster. Con el fin de intentar entender esta variabilidad presente en la enfermedad, se
han testado una serie de genes candidatos a modificadores genéticos del gen para en este
modelo. Los modificadores genéticos son genes que no estdn directamente implicados en la
enfermedad, pero alteran o influyen en la expresidn de la funcién de otro gen, segregdandose
independientemente de la mutacién principal. Dichos genes estan relacionados con procesos de
neurodesarrollo o comunicacién sinaptica, y tienen su homdlogo correspondiente en D.
melanogaster. La estrategia genética empleada para alterar su expresién se basa en el uso del
sistema UAS-GAL4 para expresar un RNA interferente. La metodologia para el estudio de estos
once genes es la realizacién de ensayos de crisis, ensayos de supervivencia y ensayos de
locomocidn.

En los ensayos se ha comprobado la relacidn de estos 11 genes, candidatos a modificadores

genéticos, con el gen mutado para®*

en el fenotipo de la enfermedad. En el silenciamiento de
los genes CG8916, CaalT, KCNQ, nAChRa4, Clc-a y Slo se observan diferencias importantes en
los tres ensayos realizados: disminucion del tiempo de recuperacién tras una crisis, aumento de
la supervivencia y aumento de la longitud recorrida durante un tiempo de exploracion,
revelando asi el silenciamiento de estos genes como supresor del fenotipo del SD. Toy es el Unico
gen modificador en el cual su silenciamiento es potenciador del fenotipo del SD, mostrando una
gran disminucion de la vida media de las moscas. Estos genes podrian ejercer como dianas

terapéuticas y herramientas de diagndstico del SD.
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ABSTRACT

Dravet syndrome (DS) is a rare childhood disease consisting of a type of epilepsy characterized
by a variety of seizures resistant to drugs, frequently induced by fever. The disease begins at a
few months of age and usually results in motor and cognitive disability. This disease is due to
dominant mutations in the human SCN1A gene that encodes a voltage-activated sodium channel
essential for neuronal excitability. There is a lot of variability in the phenotype of the disease,
that is, there is no consensus symptomatology described for all patients, nor for those with the
same mutation.

For this study, the Drosophila melanogaster para®*?

model has been used because para is the
gene homologous to the SCN1A gene in the fruit fly and bss1 is a characteristic mutation of D.
melanogaster. In order to try to understand this variability present in the disease, some genes
that are candidates for genetic modifiers of the gene para have been tested in this model.
Genetic modifiers are genes that are not directly involved in the disease, but alter or influence
the expression of the function of another gene, segregating independently of the main
mutation. These genes are related to processes of neurodevelopment or synaptic
communication, and they have their corresponding counterpart in D. melanogaster. The genetic
strategy used to alter its expression is based on the use of the UAS-GAL4 system to express an
interfering RNA. The methodology for the study of these genes is the execution of crisis trials,

survival trials and locomotion trials.

In the trials, the connection of these modifying genes with the mutated para®s! gene in the
disease phenotype has been verified. In the silencing of CG8916, CaalT, KCNQ, nAChRa4, Clc-a
and Slo genes, important differences have been observed in the three tests performed:
decreased recovery time after a crisis, increased survival and increase in the length traveled
during an exploration time, thus revealing the silencing of these genes as a suppressor of the SD
phenotype. Toy is the only modifier gene in which its silencing is an enhancer of the SD
phenotype, showing a large decrease in the half-life of flies. These genes could act as therapeutic
targets and diagnostic tools for DS.
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1. Introduccion

1.1. Sindrome de Dravet

El sindrome de Dravet (SD), también conocido como Epilepsia Miocldnica Severa de la Infancia
(SMEI), es una enfermedad de origen genético (FUNDACION SINDROME DE DRAVET, 2019) que
fue descrita por primera vez en Francia en 1978 (Dravet, 2011) por la psiquiatra y epileptéloga
Charlotte Dravet (FUNDACION SINDROME DE DRAVET, 2019). Se incluye como un sindrome
epiléptico en la clasificacién de la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) (Claes et al., 2001).
Debido a que el componente miocldnico de esta epilepsia no siempre estaba presente y a que
se observé cierta variabilidad en la sintomatologia, ademds de haber un nimero creciente de
casos y definirse con mayor precisidon las caracteristicas de esta epilepsia, se llevé a cabo un
cambio en su nombre de SMEI a SD en 1989 (Dravet, 2011).

El SD es un tipo de epilepsia hereditaria infantil caracterizada por una variedad de crisis
resistentes a farmacos y frecuentemente inducidas por fiebre, presentandose en ninos, por lo
demas, sanos, y que generalmente deriva en discapacidad motora y cognitiva. Presenta una
herencia autosémica dominante (ORPHANET, 2019). Se trata de una enfermedad neuroldgica
gue cursa principalmente con crisis epilépticas no controladas, retraso mental y alteraciones
conductuales graves, asi como con uno de los indices de mortalidad mas elevado entre los
sindromes epilépticos (APOYO DRAVET, 2017). Es considerada una enfermedad rara, con una
incidencia global menor a 1 por 40.000 (Hurst, 1990). Se calcula que en Espafia debiera haber
mas de 1000 afectados. Actualmente, se estima que hay unos 250-350 afectados correctamente
diagnosticados (APOYO DRAVET, 2017).

Se clasifica dentro de la familia patoldgica de las canalopatias, ya que aproximadamente el 75%
de los pacientes afectados presenta una mutacion en el gen SCN1A [Figura 1]. Dicho gen codifica
para la subunidad a de tipo | del canal de sodio, denominado Navl.1, activado por voltaje
esencial para la excitabilidad neuronal. Este gen alterado es incapaz de generar proteina
funcional adecuada para mantener un correcto funcionamiento cerebral. Hasta la actualidad, se
han descrito mas de 800 mutaciones diferentes en SCN1A en pacientes con SD, distribuidas
aleatoriamente a lo largo de los 26 exones que componen el gen (FUNDACION SINDROME DE
DRAVET, 2019). Las deleciones, duplicaciones y amplificaciones intragénicas o del gen completo
son mecanismos moleculares raros adicionales (Guerrini, 2012). La mayoria de las mutaciones
de SCN1A son de novo. Existe un 5-10% de mutaciones familiares (FUNDACION SINDROME DE
DRAVET, 2019).
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Figura 1. Organizacion de SCN1A. La subunidad a del canal de sodio dependiente de voltaje neuronal SCN1A es un
mondmero y consta de cuatro dominios homdlogos (DI - DIV). Cada dominio tiene seis segmentos transmembrana
(51 —S6). Las mutaciones se indican con asteriscos, diamantes, circulos y cuadrados] (Claes et al., 2001).



El inicio de la primera crisis ocurre principalmente durante el primer afio de vida (habitualmente
a los 5-8 meses de edad) en nifios previamente asintomaticos, por lo demas sanos, y consiste,
en lamayoria de los casos, en crisis clonicas unilaterales o generalizadas. Generalmente, la fiebre
desencadena las crisis, que pueden ser crisis tdnico-cldnicas generalizadas y crisis cldnicas
unilaterales alternantes. También se han descrito crisis afebriles parciales complejas y focales
durante el curso de la enfermedad. Algunas crisis pueden presentarse como estado epiléptico
febril (EE) de mds de 20 minutos de duracion. La frecuencia del EE durante el primer afio puede
ser elevada, aunque generalmente disminuye con el tiempo. También pueden darse crisis
parciales complejas. La fotosensibilidad, las altas temperaturas, la estimulacién fdtica
intermitente y el ejercicio también pueden provocar crisis. A los 2 afios de edad, el retraso del
desarrollo es, con frecuencia, aparente, seguido por un efecto meseta del desarrollo cognitivo y
discapacidad. En esta etapa también pueden aparecer trastornos del habla, ataxia, trastornos
del suefio y, en ocasiones, signos piramidales. Las crisis pueden desaparecer en la edad adulta,
aunque la mayoria de los afectados presenta crisis continuadas refractarias al tratamiento
(ORPHANET, 2019).

Los sintomas del Sindrome de Dravet se basan en la neurotriada: crisis epilépticas, afectacion
cognitiva y alteraciones conductuales. Pueden presentar crisis epilépticas resistentes a la
medicacidn actual y retraso mental en la mayoria de los afectados, problemas del lenguaje y la
comunicacion. Estos pueden ir acompanados de otras alteraciones neuroldgicas como: la ataxia,
temblor en reposo, sintomas del espectro autista en ocasiones y una elevada presencia de
hiperactividad y trastorno de la atencién, problemas motores y ortopédicos (escoliosis y pies
valgos, entre otros), trastornos del suefio, alteraciones endocrinoldgicas y metabdlicas, muerte
subita en rangos elevados y otras afectaciones. Muchos de estos sintomas son encontrados en
los pacientes de forma habitual (APOYO DRAVET, 2017).

1.2. Genes modificadores en el Sindrome de Dravet

Los modificadores genéticos o genes modificadores son aquellos que alteran o influyen en la
expresion de la funcidon de otro gen, segregdndose independientemente de la mutacion
principal. Estos genes, no estando implicados directamente en la enfermedad, pueden influir en
diferentes aspectos de la patologia, como en la penetrancia, la edad de aparicidn, la progresion
o la gravedad de la enfermedad, desempefiando asi un papel importante en la gravedad clinica
de la enfermedad neuroldgica (Kearney, 2011).

En el SD, los candidatos a genes modificadores del gen SCN1A son de gran interés en la
investigacion, ya que su estudio puede ayudar a explicar la variabilidad fenotipica que existe en
esta enfermedad, incluso en los pacientes que tienen la misma mutacién. Ademds, también
pueden ayudar a conocer mejor los mecanismos fisiopatoldgicos y encontrar nuevas dianas
terapéuticas.

En un trabajo de fin de méaster previo (Nungo, 2018), se llevé a cabo una seleccién de candidatos
a genes modificadores de SCN1A: primero se identificaron genes candidatos en pacientes
humanos y posteriormente se escogieron los que estan conservados en D. melanogaster. Asi, |a
lista para este trabajo queddé compuesta por 11 genes candidatos a modificadores genéticos de
SCN1A.



A continuacién, se describen los 11 genes seleccionados como candidatos a modificadores
genéticos de SCN1A [Tabla 1]:

Tabla 1. Funcidn y estudios previos de los candidatos a genes modificadores de SCN1A estudiados.

Funcion

(oMIMm, 2019)

Estudios relacionados con la epilepsia

Codifica la subunidad
alA del canal de
calcio voltaje
dependiente tipo
P/Q.

Descrito como potenciador de las mutaciones
en SCN1A en humanos. Los pacientes con SD
que ademas tienen variantes en CACNAIA
presentan crisis de ausencia con mayor
frecuencia que los pacientes con solo
mutaciones de SCN1A (8/20 vs. 0/20, p =
0,002). Ademas, muestran un inicio mas
temprano de convulsiones y convulsiones
prolongadas mas frecuentes antes de un afno
de edad (Ohmori et al., 2013).

Codifica la subunidad
auxiliar B4 del canal
de calcio voltaje
dependiente.

Descrito como potenciador de las mutaciones
en SCN1A en un paciente humano que
presentaba una mutacién non sense (R468Q)
en dicho gen, que mostraba una mayor
densidad de corriente de Ba2+ en comparacion
con el CACNB4 de tipo salvaje. Las mayores
corrientes de Cav2.1 causadas por la mutacion
R468Q-CACNB4 pueden aumentar la liberacion
de neurotransmisores en las neuronas
excitadoras bajo la condicidn de insuficientes
neuronas inhibitorias causadas principalmente
por la mutacién SCN1A, generando un fenotipo
epiléptico mas grave (Ohmori et al., 2008)

Codifica la subunidad
B2 del receptor
colinérgico neuronal
nicotinico.

Ha sido estudiado en unos pacientes humanos,
los cuales eran hermanos que sufrian epilepsia
y tenian mutaciones en CHRNB2 (Fjaer et al.,
2015).

Codifica el canal de
cloro voltaje
dependiente I.

Ha sido estudiado en pacientes humanosy en
murinos, dejando clara la relacidon de CLCN1
con la epilepsia (Chen et al., 2013).

Codifica la subunidad
al del receptor de
GABA tipo A.

Ha sido estudiado en pacientes humanos con
SD con SCN1A-negativo (no hay mutaciones en
SCN1A, pero si en GABRA1) (Carvill, 2014).

Codifica el factor de
leucemia hepatico.

Ha sido estudiado en ratones y descrito como
modificador genético de epilepsia (Hawkins y
Kearney, 2016).

Gen en
Gen D.
Humano | Melanogaster
CACNA1A Fore
CACNB4 Ca-8
CHRNBZ2 nAChRa1
CLCN1 Cle-a
GABRA1 CG8916
HLF Pdp1
CACNA1G CaalT

Codifica la subunidad
alG del canal de
calcio voltaje
dependiente tipo T.

Descrito como modificador del fenotipo
epiléptico de las mutaciones en SCN2A por
Calhoun en 2016, que demostrd que ratones
SCN2A (Q54) en los que se aumentaba la
expresion de CACNA1G, mostraban un




aumento en la frecuencia de crisis
espontaneas, mientras que al reducir su
expresion se disminuia la frecuencia de crisis
(Calhoun et al., 2016).

Codifica la subunidad

Es un importante mediador de la transmisién
rapida de sefiales sindpticas. Se han
identificado mutaciones en este gen en

a2 del receptor
CHRNA4 nAChRa4 o 3 pacientes con epilepsia frontal nocturna
colinérgico neuronal . .
A autosémica dominante (Lopes-Cendesy
nicotinico. Oliveira, 2013).
Codifica el miembro
3 de la subfamilia Se han descrito mutaciones en KCNQ3 en
kenas kena KQT del canal de familias con epilepsia neonatal familiar benigna
potasio voltaje (Lopes-Cendes y Oliveira, 2013).
dependiente.
. Se han descrito mutaciones en este gen en
Codifica el canal de . o o
tasio activado por pacientes con discinesia paroxistica no
o
KCNMA1 Slo 2 lcio de | cinesigénica con epilepsia generalizada y con
calcio de la
o atrofia cerebral, retardo del desarrollo y crisis
subfamilia Mal. L o
epilépticas (Lopes-Cendes y Oliveira, 2013).
Codifica un regulador
transcripcional Descrito un sitio de union a microRNA-328 en
PAX6 Toy involucrado en la PAX6 que estd asociado con picos

oculogénesis y otros
procesos de
desarrollo.

centrotemporales de epilepsia rolandica
(Panjwani et al.,2016).

1.3. Drosophila melanogaster como organismo modelo en epilepsia

Drosophila melanogaster (D. melanogaster), conocida como la mosca de la fruta o del vinagre,

es un organismo modelo genético bien estudiado y muy manejable para comprender los

mecanismos moleculares de las enfermedades humanas. Muchas de las propiedades bioldgicas,

fisiolégicas y neurolégicas basicas se conservan entre los mamiferos y D. melanogaster, y se cree

que casi el 75% de los genes que causan enfermedades en los humanos tienen un homdlogo

funcional en la mosca, por lo que se considera un buen modelo de enfermedades humanas e

incluso para testar medicamentos (Pandey y Nichols, 2011).

Este organismo presenta varias caracteristicas Unicas que lo hacen un buen modelo animal para

las enfermedades humanas, y en este caso, para el SD. Una de ellas es el ciclo de vida

particularmente corto, que permite la rdpida generacién de grandes cantidades de progenie

para usar en cruces genéticos. El proceso de desarrollo de un huevo fertilizado a un adulto
[Figura 2] requiere en promedio de sélo 9-10 dias a 25°C (Hales et al., 2015).



Life cycle
Embryos
Day 1

(Mating)

¢ d
Day 10 sg‘

Adults

Days 6-10

Figura 2. Ciclo de desarrollo de Drosophila melanogaster (Hales et al., 2015).

Otra de estas caracteristicas es su facil cultivo en el laboratorio (Hales et al., 2015), y el costo
extremadamente bajo de mantenimiento, propagacion y deteccién, asi como la rapidez de los
estudios sobre la marcha en comparacidn con los modelos tradicionales basados en mamiferos.
Ademas, el genoma se ha secuenciado y anotado completamente (Pandey y Nichols, 2011),
siendo este muy compacto y facil de manipular (Hales et al., 2015). D. melanogaster tiene una
situacién anatémica bien conocida: su sistema nervioso es simple y las vias moleculares estan
altamente conservadas (Jeibmann y Paulus, 2009). La identidad general a nivel de nucleétido o
secuencia de proteinas entre la mosca y el mamifero suele ser de aproximadamente el 40% entre
homdlogos; sin embargo, en dominios funcionales conservados, puede ser de 80 a 90% o mas
(Pandey y Nichols, 2011).

Los cromosomas equilibradores son una caracteristica ventajosa de la mosca de la fruta para
estudiar genética. Estos son cromosomas portadores de mutaciones marcadoras, es decir,
facilmente observables fenotipicamente. Ademas, estos cromosomas multiples invertidos
dificilmente recombinan con sus homdlogos normales, y la mayoria de ellos son letales en
homocigosis (Greenspan, 2004). En este trabajo se ha empleado CyO (fenotipo de alas curvadas).

Las técnicas genéticas permiten el control preciso de la expresién génica temporal vy
espacialmente. Ademads, una gran coleccion de mutantes muestra una amplia gama de
susceptibilidad de ataques (Kroll y Tanouye, 2013). Este organismo se puede utilizar de manera
efectiva para andlisis de medicamentos de bajo a alto rendimiento, asi como en el
descubrimiento de dianas (Pandey y Nichols, 2011).

D. melanogaster tiene similitudes a nivel celular y subcelular con el sistema nervioso de
mamiferos, teniendo canales de membrana dependientes de voltaje y de ligando para el sodio,
potasio, calcio y receptores de acetilcolina, glutamato y el acido gamma-aminobutirato (GABA).
Pero también tiene diferencias, destacando la organizacién del sistema nervioso central entre
ellas (Parker et al., 2011).

Debido al hallazgo de una cepa de D. melanogaster llamada “bang-sensitive” (BS), donde todos
los mutantes eran sensibles a convulsiones, permitio la utilizacién de éste como modelo de
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convulsiones. La actividad eléctrica similar a una convulsién es provocada por trenes de onda
corta de estimulos eléctricos de alta frecuencia (HFS, pulsos de 0,4 ms a 200 Hz durante 300 ms)
administrados al cerebro a una intensidad suficiente y registrados desde los musculos del vuelo
toracico (Parker et al., 2011).

Se induce un comportamiento anormal en para®s! después de un choque mecanico, un
golpecito del frasco de cultivo o una breve mezcla de vértice (un "bang") (Parker et al., 2011). El
fenotipo de comportamiento resultante es complejo, con seis fases distinguibles [Figura 3]:

initial recove
BANG! paralysis tonic—clonic phase . v
seizure

seizure * *

5 {

recovery

Figura 3. Fases de una crisis en Drosophila melanogaster. Imagen adaptada de (Parker et al., 2011).

i. Convulsién inicial. Dura varios segundos y se caracteriza por el temblor de la pierna, las

contracciones de los musculos abdominales, el aleteo y las extensiones de la probdscide.

bss1

ii. Periodo paralitico. Las moscas para™ son inmdéviles y no responden a estimulos

mecanicos.

iii. Fase “"ténico-cldénica’. A diferencia de otros mutantes BS, la paralisis inicial en para®*

es seguida por un periodo prolongado donde la mosca es principalmente inactiva,
sufriendo intermitentemente salvas de sacudidas generalizadas.

iv. Crisis de recuperacidn. La mosca presenta de nuevo movimientos parecidos a la crisis

inicial junto con pequefias sacudidas.

bss1

V. Se observa un periodo refractario en para®*!, durante el cual las moscas ya logran

comportarse normalmente, pero no se les puede inducir a tener mas ataques por ningun
estimulo externo.

bss1

Vi. Finalmente, hay una recuperacién completa y las moscas para®* recuperan la

sensibilidad del golpe.

(Parker et al., 2011)

Con el fin de alterar la expresion de los genes modificadores, se ha usado la técnica del RNA.. El
RNA de interferencia (RNAi) es un mecanismo intracelular por el cual se consigue silenciar genes,
mediante moléculas de RNA de doble cadena (RNAdc). El silenciamiento de genes se da por la
interaccion de complejos enzimaticos en el citoplasma con pequeias moléculas de RNA (RNAsi),
las cuales actian sobre el RNA mensajero (MRNA) enddgeno, impidiendo que sea traducido a
proteina (Noriega, 2016). Utilizada inicialmente para bloquear la funcién de genes individuales
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de interés, la tecnologia se aprovechd en varios organismos a escala global con la produccion de
bibliotecas de RNAI para silenciar la mayoria de los genes en sus genomas, lo que permite la
deteccion de la pérdida de todo el genoma (Boutros y Ahringer, 2008).

En Drosophila es muy frecuente el uso de RNAi y se puede introducir en la mosca a través de dos
métodos: por inyeccidén en el blastodermo precelular en embriones o como transgenes. Se ha
demostrado que, para las células de Drosophila, la inyeccion de RNAdc desde 200 pbs hasta 2000
pbs, asi como los RNAsi de 21-22 nts inyectados en embriones, tienen potentes actividades de
interferencia (Perrimon et al., 2010).

El RNAI se usa frecuentemente en D. melanogaster para estudios de bajo rendimiento o para
estudiar los efectos de la interrupcidn de uno o unos pocos genes en una etapa especifica o
tejido, por ejemplo, usando el sistema GAL4-UAS in vivo, el cual se ha utilizado en este trabajo.
Las proteinas de Drosophila se pueden expresar de forma dependiente del tejido y el tiempo en
la mosca. En la mayoria de los modelos de enfermedad de Drosophila, se inserta un transgén
relacionado con la enfermedad humana aguas abajo de un UAS (secuencia de activacion en
sentido ascendente) y puede expresarse bajo el control del activador transcripcional de levadura
GAL4. La ausencia de GAL4 da como resultado la inactividad del transgén. Después de cruzar las
moscas que llevan el transgén a las moscas que expresan GAL4 bajo el control de un promotor
especifico de células o tejidos [Figura 4], la expresién de la proteina se restringe posteriormente
a los tejidos que expresan GAL4 (Mohr, 2014).

O
——{ Emancer [ GAL A} UAS] gene X }=

Figura 4. Mosca que expresa GAL4 y promotor especifico (izquierda) y mosca que expresa el transgén aguas abajo de
un UAS (derecha). Moscas necesarias para realizar el cruce y obtener el sistema GAL4-UAS (Jeibmann y Paulus, 2009).

Generalmente, los grupos de investigacion no producen sus propias moscas transgénicas, sino
que utilizan colecciones ya desarrolladas por grandes centros de referencia con la méaxima
eficiencia. Las colecciones mds reconocidas son las Transgenic RNAi Project de la Escuela de
Medicina de Harvard (TRiP) al cual se puede acceder a través de Bloomington Drosophila Stock
Center (BDSC), las del Vienna Drosophila RNAi center (VDRC) y del National Institute of Genetics
en Japdn (NIGJapan) (Nungo, 2018).

El esquema para desarrollar experimentos de cribado in vivo con RNAi implica desarrollar un
experimento compatible con el sistema de RNAi usando cruces de hembras virgenes que llevan
el controlador o driver GAL4 con machos que portan el RNAi transgénico. Luego, se deben
establecer los controles positivos y negativos para incluirlos en el cribado. Posteriormente, se
debe iniciar la fase de test donde se observan los diferentes resultados ya sean positivos



(cambios en el fenotipo) o negativos (fallos en los cruces o aumento de la letalidad), y
finalmente, se hace el andlisis de los datos obtenidos (Mohr, 2014).



2. Objetivos

Los objetivos de este trabajo son:

1. Identificar modificadores genéticos del gen SCN1A entre los 11 genes candidatos en el
modelo para®s! de Drosophila melanogaster a través de ensayos de:
- Tiempo de recuperacién tras una crisis
- Supervivencia
- Capacidad locomotora en ensayos de exploracién

2. Determinar si los cromosomas equilibradores también modifican el fenotipo de forma
inespecifica.



3. Materiales y métodos

En este apartado se describen las moscas transgénicas utilizadas para el estudio de los genes
modificadores, los ensayos realizados para ellos y las herramientas estadisticas usadas.

3.1. Coleccion de moscas

Las cepas de Drosophila melanogaster [Tabla 2] fueron cultivadas en tubos transparentes con
medio de levaduras, agua, antifiingico y antibacteriano a 25°C.

Tabla 2. Genes candidatos a modificadores genéticos de SCN1A.

Gen Gen en D. .
N2 Stock BDSC Genotipo
Humano melanogaster
1] v[1]; P{y[+t7.7
CACNA1A Cac 27244 vVt .] vl ]
v[+t1.8]=TRiP.JF02572}attP2
1] v[1]; P{y[+t7.7
CACNB4 Ca-8 29575 vl [,] il ]
v[+t1.8]=TRiP.JF03254}attP2
1] v[1]; P{y[+t7.7
CHRNB2 nAChRal 28688 vl vl .] 34 ]
v[+t1.8]=TRiP.JF03103}attP2
1 *] v[1]; P{y[+t7.7
CLCN1 Clc-a 53337 vt ]S.C[ IVILL; PivL ]
v[+t1.8]=TRiP.HMCO03566}attP40/CyO
1] v[1]; P{y[+t7.7
GABRA1 CG8916 25854 vl vl _] 34 ]
v[+t1.8]=TRiP.JFO1875}attP2
1] v[1]; P{y[+t7.7
HLF Pdp1 26212 vl [_] vl ]
v[+t1.8]=TRiP.JF02110}attP2
1] v[1]; P{y[+t7.7
CACNA1G CaalT 26251 vl vl _] 34 ]
v[+t1.8]=TRiP.JF02150}attP2
1] v[1]; P{y[+t7.7
CHRNA4 nAChRa4 31985 yiIvl .] 34 ]
v[+t1.8]=TRiP.JFO3419}attP2
1] v[1]; P{y[+t7.7
KCNQ3 KCNQ 27252 VI VILL Ply[+7.7]
v[+t1.8]=TRiP.JF02562}attP2
1] v[1]; P{y[+t7.7
KCNMA1 Slo 31677 vl vl _] 34 ]
v[+t1.8]=TRiP.JF01470}attP2
1] sc[*] v[1]; P{y[+t7.7
PAX6 Toy 33679 Yl scl ] [L1; Pyl ]
v[+t1.8]=TRiP.HMS00544}attP2
. Elaborado en el para bssl elav +
SCN1A paralytic . : 5 —
laboratorio. para bssl = cyo ° +

Los cruces se muestran detalladamente en Anexo.
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3.2. Ensayos

Para cada réplica bioldgica se utilizaron moscas control (para®!) y moscas experimentales
(para®ss! + RNAI del gen modificador).

3.2.1. Ensayos de crisis

En este ensayo se llevaron a cabo 3 réplicas bioldgicas. Para cada grupo de moscas (n=12) fue
realizado un ensayo de crisis. Se pasan las moscas, de forma suave para no provocar ninguna
crisis, a un tubo vacio (sin alimento) durante 1 hora para que estas se habituen al ayuno. Una
vez pasada esa hora, se dan diez segundos de vdrtex a maxima potencia al tubo con las moscas.
Este proceso de agitacion se lleva a cabo para provocar las crisis en las moscas. A continuacién,
se deja reposar el tubo y grabamos en video la recuperacién de estas para asi luego poder
contabilizar el tiempo de recuperacién de la crisis de cada una de las moscas. Una mosca se
considera recuperada de una crisis cuando se pone de pie.

3.2.2. Ensayos de supervivencia

En este ensayo se llevd a cabo 1 réplica bioldgica. Para cada grupo de moscas (n=20) fue
realizado un ensayo de supervivencia. Se pasan las moscas a un tubo nuevo con comida cada 3
dias. Al cambiarlas a un nuevo tubo, se anotan el nimero de moscas que han fallecido en esos
3 dias.

3.2.3. Ensayos de locomocién

En este ensayo se llevaron a cabo 3 réplicas bioldgicas. Para cada grupo de moscas (n=2) fue
realizado un ensayo de locomocién. Se pasan las moscas, de forma suave para no provocar
ninguna crisis, a un tubo vacio (sin alimento) durante una hora para que estas se habitien al
ayuno. Una vez pasada esa hora, se graba individualmente el recorrido de cada mosca durante
10 minutos dentro de un espacio circular cerrado (placa) y con una fuente inferior de luz, para
posteriormente extraer la longitud del recorrido de la mosca durante este periodo de tiempo y
observar si su capacidad de exploracion del terreno es mayor o menor. La grabacion del video
se realiza mediante el programa informatico VirtualDub, que posteriormente permitird obtener
una imagen cada 0,5 segundos del video realizado, para asi poder adquirir los datos deseados.
Una vez obtenidas las imagenes, son cargadas en el programa Imagel. Este programa permite
eliminar todos los puntos de las imagenes que no sean la mosca [Figura 5] [Figura 6] (Stone et
al., 2014).

o

R R 2

Figura 5. Imagen obtenida con el programa informdtico Image). Se muestran en rojo aquellos puntos de la imagen
que no son de tono blanquecino/gris claro.
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Figura 6. Imagen obtenida con el programa informdtico ImageJ. Tras modificar la escala de color, se muestra en rojo
unicamente el punto donde estd la mosca.

A continuacion, ImagelJ ofrece un fichero con las coordenadas de la mosca cada 0,5 segundos

(tiempo entre una imagen y otra) y una imagen con el recorrido total de la mosca [Figura 7]
[Figura 8].

.
.-"-‘H-- L}E‘
o
A4
) ;
A
o 7
S e

Figura 7. Imagen obtenida con el programa informdtico ImageJ. Ejemplo del recorrido de una mosca, la cual tiene
poca capacidad de exploracion y su recorrido es de poca distancia.

Figura 8. Imagen obtenida con el programa informdtico ImageJ. Ejemplo del recorrido de una mosca, la cual tiene una
gran capacidad de exploracion y su recorrido es de mucha distancia.
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A partir de las coordenadas, se usa el programa Excel para obtener la velocidad y la distancia
recorrida de la mosca en cada fraccién de tiempo, ademas de la velocidad media y la distancia
total recorrida en los 10 minutos. Para ello, se usa la siguiente férmula

3.3. Analisis de datos

Para las representaciones graficas y los andlisis estadisticos empleados de los tres ensayos
realizados se utilizd el programa GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, Inc, California) y el Excel
(Microsoft, Alburquerque). El andlisis de t-student de dos colas se llevé a cabo para ver
diferencias en el tiempo de recuperacién, vida media y distancia recorrida entre distintos
genotipos en los casos con igual varianza. Cuando las varianzas no eran iguales se aplic6 Mann
Whitney test. Para conocer si las distribuciones eran normales se aplicé el test Kolmogorov-
Simirnov con el Pvalue Dallal-Wilkinson-Lilliefor. La significancia estadistica de todos los analisis
se midid con el parametro P-value, tomando como referencia el valor de alfa 0,05 (95% de
intervalo de confianza) para determinar su significacion estadistica (Planells, 2017).
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4. Resultados

4.1. Genes modificadores de SCN1A

La finalidad de este trabajo es encontrar genes modificadores del gen SCN1A. Para ello, se han
seleccionado 11 genes candidatos a modificadores genéticos. Esta seleccidn se llevé a cabo en
un trabajo de fin de master previo (Nungo, 2018): se realiz6 una busqueda en la literatura de
diversos genes humanos que podrian ser candidatos a modificadores genéticos de SCN1A en la
base de datos MEDLINE a través de PubMed usando los términos como “genetic modifiers AND
epilepsy”.

Para cada uno de estos genes se buscd la secuencia de aminoacidos de la proteina que codifican
en formato FASTA en la base de datos del NCBI. Posteriormente, se analizaron estas secuencias
en el BLAST de aminoacidos de flybase.org para buscar posibles homélogos en D. melanogaster
y determinar su grado de homologia. Luego de este andlisis, se descartaron algunos genes por
pobre homologia, ausencia de cepas disponibles de moscas transgénicas en el Bloomington
Drosophila Stock Center (BDSC) o porque en la mosca un mismo gen ejerce la funcion de varios
genes humanos.

Finalmente, se buscaron las moscas transgénicas con RNAi para cada uno de estos genes
escogiendo aquellos que se desarrollaron en el Proyecto de RNAIi Transgénico de la Escuela de
Medicina de Harvard (TRiP). Este proyecto ha generado desde 2008 cepas de moscas
transgénicas con RNAi usando el sistema GAL4-UAS para inducir la expresion especifica de una
estructura en horquilla, la cual silencia la expresidon del gen blanco a través del RNA de
interferencia. Asi, la lista para este trabajo quedd compuesta por 11 genes.

Con el fin de corroborar si los genes propuestos pueden ser modificadores de SCN1A, se han
evaluado los efectos de los mismos en ensayos de tiempo de recuperacidn a crisis, supervivencia
y locomocién. En cada ensayo se utilizan moscas control (para®) y moscas experimentales
(para®s? + RNAi del gen candidato a modificador genético). Un ejemplo de los cruces seria el
siguiente (el resto se encuentran en Anexo):

¥ para bssl Gal4elav 4 + + RNAicac
F: % ; =X B == ———
para bssl Cyi i ¥+ RNAiCac
para bssl  Gald elay RNAicac
EXPERIMEMTAL -= F1: @f H H
¥ + +
para bssl Cy0 RNAI Coc
CONTROL -= F1: & : :

¥ - -
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4.1.1. Gen Cac

El gen Cac (homdlogo al gen CACNA1A en humanos) codifica la subunidad alA del canal de calcio
voltaje dependiente tipo P/Q.

En los ensayos de tiempo de recuperacién tras una crisis [Figura 9.A] no hay diferencias

bss1 bss1

significativas entre el genotipo control para®** y el genotipo experimental modificador para
+ Cac®™¥, Cabe destacar que varias moscas no convulsionan a t=0s. Esto puede ser debido a una
mala ejecucién del experimento, tanto por las condiciones del ambiente de trabajo como por
las convulsiones provocadas con el vértex. Parece haber una pequefia disminucién de la media
del tiempo de recuperacion de las crisis en el genotipo para®s? + Cac®™, no siendo significativa
la diferencia con la media del genotipo para®s'.

En el gréfico supervivencia [Figura 9.B] se puede observar como el genotipo experimental tiene
una vida mdxima (73 dias) y vida media (55 dias) mayor que el control, con 62 y 47 dias
respectivamente. Se aplico la prueba Mantel-Cox a los datos de supervivencia, obteniéndose un
p-valor <0.001. Esto indica que las curvas de supervivencia de los genotipos de estudio son

significativamente diferentes.

En el ensayo de locomocion [Figura 9.C], se observa una diferencia significativa con un p-valor
<0.05 entre la distancia recorrida por ambos genotipos, siendo mayor en el caso de para®s +

Ca CRNAi

Conjuntamente, el silenciamiento de Cac no seria un buen candidato como supresor del fenotipo
del SD.

A Crisis

0 100 200 300 400
Tiempo de recuperacion (s)

. C Locomocion
Supervivencia . 500 *
150- £ [
= para®ss’ S 400
.g CaCAPNf g
c N E
§ 100 - g 0
.E L]
: 2 200
2 ©
3 50 E
w
a g 100
5
) A1 hn e e '
0 20 ey 80 80 parabss? cacRV

Figura 9. Gen Cac. Resultados grdficos de: A: Ensayo de crisis; B: Ensayo de supervivencia; C: Ensayo de locomocion.
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4.1.2. Gen Ca-6

El gen Ca-8 (homdlogo al gen CACNB en humanos) codifica la subunidad auxiliar 4 del canal de
calcio voltaje dependiente.

En los ensayos de tiempo de recuperacién de crisis [Figura 10.A], se observa una diferencia
significativa en la media con un p-valor <0.01, siendo menor en el genotipo experimental para®*?
+ Ca-8%"M y convirtiendo el silenciamiento de Ca-8 en un posible supresor del fenotipo del SD
respecto a esta propiedad.

En el grafico de supervivencia [Figura 10.B] no se observan diferencias respecto a la vida total
de las moscas (65 dias en ambos genotipos), pero si una pequefia disminucidn de la vida media
en para®s! + Ca-8fV" (47 dias) respecto al genotipo para®s? (51 dias), no siendo significativa en
el estudio.

En el ensayo de locomocidn [Figura 10.C], hay diferencias muy claras y significativas entre las
medias de las distancias recorridas de ambos genotipos, donde es mucho mayor en el caso de
parabssl + CG_BRNAI-

En conjunto, Ca-8 puede ser considerado un modificador genético de para, ya que, tanto en las
crisis como en la locomocidn, su silenciamiento se muestra como un buen supresor del fenotipo
del SD.
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Figura 10. Gen Ca-8. Resultados grdficos de: A: Ensayo de crisis; B: Ensayo de supervivencia; C: Ensayo de locomocion.
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4.1.3. Gen nAChRa1

El gen nAChRal1 (homdlogo al gen CHRNB2 en humanos) codifica la subunidad B2 del receptor
colinérgico neuronal nicotinico.

En los ensayos de tiempo de recuperacion tras una crisis [Figura 11.A] se puede observar una
minima diferencia, y no significativa, entre las medias del tiempo de recuperacion de crisis del

bss1

genotipo control para®s!y el genotipo experimental para®* + nAChRa 1",

En cuanto al ensayo de supervivencia [Figura 11.B], destaca la gran diferencia entre la vida media
de los genotipos, siendo mucho mayor la de para®* + nAChRa1*M (59 dias frente a los 50 dias
del genotipo para®st). También es mayor la vida total en para®s! + nAChRa1®"* (73 dias frente
a 63 dias del genotipo para®*?), convirtiendo el silenciamiento de este gen en un posible
supresor del fenotipo del SD en esta propiedad.

En el ensayo de locomocién [Figura 11.C], se puede ver una diferencia significativa con un p-
valor <0.01 en la distancia recorrida por las moscas, siendo mayor en el genotipo para®s +
nAChRa1RNA,

Conjuntamente, el silenciamiento de este modificador genético de para no muestra una gran
variacion respecto a la mosca control, ya que Unicamente se observa una diferencia destacable
en la probabilidad de supervivencia de las moscas.
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Figura 11. Gen nAChRal. Resultados grdficos de: A: Ensayo de crisis; B: Ensayo de supervivencia; C: Ensayo de
locomocion.
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4.1.4. Gen Clc-a

El gen Clc-a (homdlogo al gen CLCN1 en humanos) codifica el canal de cloro voltaje dependiente
l.

En los ensayos de tiempo de recuperacidn tras una crisis [Figura 12.A], se observa una diferencia
significativa entre las medias de ambos genotipos, siendo mucho menor en para®? + Clc-a®™™,
Es destacable la existencia de varias moscas que no convulsionan en tiempo cero.

En el grafico de supervivencia [Figura 12.B], se observa una vida media algo diferente en ambos
genotipos (60 dias en para®s! + Clc-a""*'y 52 dias en para®*!). La vida total es practicamente la
misma en ambos (77 dias).

En el ensayo de locomocioén [Figura 12.C], la distancia recorrida por las moscas para®s! + Clc-

a4 es destacablemente mayor que en las moscas para®s?, con un p-valor <0,001.

El silenciamiento de este gen modificador de para podria ser un candidato a supresor del
fenotipo del SD, ya que en todos los ensayos se obtienen diferencias significativas, sobre todo
en los tiempos de recuperacion de las crisis y las distancias recorridas.
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Figura 12. Gen Clc-a. Resultados grdficos de: A: Ensayo de crisis; B: Ensayo de supervivencia,; C: Ensayo de locomocion.
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4.1.5. Gen CG8916

El gen CG8916 (homodlogo al gen GABRA1 en humanos) codifica la subunidad al del receptor de
GABA tipo A.

En los ensayos de crisis [Figura 13.A] hay una gran diferencia en cuanto al tiempo de
recuperacion de las crisis, siendo mucho menor en el genotipo para®! + CG8916™"*. Ademas,
en este caso también hay varias moscas que no convulsionan en tiempo cero.

En el gréfico de supervivencia [Figura 13.B], se observa que la vida media es mayor en el
genotipo para®™?! + CG8916f"4 (52 dias frente a 48 dias del genotipo para®*?). La vida total
también lo es: 68 dias de para®s! + CG8916"" frente a 60 dias del genotipo para®s’.

En el ensayo de locomocidn [Figura 13.C] la diferencia es significativa con un p-valor <0.01,
siendo mayor la distancia recorrida por para®** + CG8916",

En conjunto, el silenciamiento de CG8916 podria ser un muy buen supresor del fenotipo del SD,
ya que en los ensayos de crisis y supervivencia se obtienen unos resultados significativos con un
p-valor <0.001 y <0.01 respectivamente, donde disminuyen en gran medida el tiempo de
recuperacion de las crisis y aumentan la vida media de las moscas.
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Figura 13. Gen CG8916. Resultados grdficos de: A: Ensayo de crisis; B: Ensayo de supervivencia; C: Ensayo de
locomocion.
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4.1.6. Gen Pdp1

El gen Pdp1 (homélogo al gen HLF en humanos) codifica el factor de leucemia hepatico.

En los ensayos de crisis [Figura 14.A], se puede apreciar una pequeia disminucién del tiempo de
recuperacion de crisis en el genotipo para®* + Pdp1™, pero no es significativa. También hay
varias moscas que no convulsionan en tiempo cero.

En el ensayo de supervivencia [Figura 14.B], la vida media de para®s! + Pdp1*" es mayor que la
de para®s? (61 dias y 54 dias respectivamente). Cabe destacar que antes del dia 50, la situacién
era contraria: la probabilidad de sobrevivir de para®! + Pdp1f" es menor que la de para®s’. La
vida total es igual en ambos (78 dias).

En el ensayo de locomocion [Figura 14.C], se puede ver una diferencia en la distancia recorrida
con un p-valor <0.01, siendo mayor en para®! + Pdp1®NV4.

En su totalidad, el silenciamiento de Pdp1 no seria un claro supresor del fenotipo del SD en un
principio. Esto es debido a que Unicamente los resultados del ensayo de la supervivencia son
significativos con un p-valor <0.01.
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Figura 14. Gen Pdp1. Resultados grdficos de: A: Ensayo de crisis; B: Ensayo de supervivencia,; C: Ensayo de locomocion.
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4.1.7. Gen CaalT

El gen CaalT (homdlogo al gen CACNA1G en humanos) codifica la subunidad alG del canal de
calcio voltaje dependiente tipo T.

En los ensayos de tiempo de recuperaciéon tras una crisis [Figura 15.A], se observa una gran
disminucion del tiempo de recuperacién de crisis en para®s? + CaalT™™ asi como una gran
cantidad de moscas que no convulsionan a tiempo cero.

En el grafico de supervivencia [Figura 15.B], hay una diferencia significativa (con un p-valor
<0.001) en cuanto a la vida media, siendo esta mayor en para®s! + Caa1 7"V (49 dias frente a 42
dias de para®*!). También es mayor la vida total (65 dias frente a 56 dias del genotipo para®s?).

En el ensayo de locomocién [Figura 15.C], la distancia recorrida por el genotipo para®s! +

Caal T4 es mayor que la recorrida por para®s..

El conjunto de estos tres ensayos postula el silenciamiento de Caa1T como un buen supresor
del fenotipo del SD, ya que los resultados de los ensayos de crisis y supervivencia son
significativos, con un p-valor <0.001 en ambos.
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Figura 15. Gen Caa1T. Resultados grdficos de: A: Ensayo de crisis; B: Ensayo de supervivencia; C: Ensayo de locomocion.

-21-



4.1.8. Gen nAChRa4

El gen nAChRa4 (homélogo al gen CHRNA4 en humanos) codifica la subunidad a2 del receptor
colinérgico neuronal nicotinico.

En los ensayos de crisis [Figura 16.A], el tiempo de recuperacidn en para®s? + nAChRa4 ™ es

bss1

mucho menor que en para®™*, con un p-valor <0.001.

En el ensayo de supervivencia [Figura 16.B], la vida media de las moscas es mucho mayor en
para®s + nAChRa4™4 (53 dias frente a 42 dias en para®*?). La vida total es la misma en ambos
genotipos (63 dias).

En cuanto al ensayo de locomocién [Figura 16.C], hay poca diferencia entre la distancia recorrida
por ambos, siendo mayor la de para®s* + nAChRa4"N,

El silenciamiento de nAChRa4 podria ser un candidato a supresor del fenotipo del SD, ya que los
tiempos de recuperacion de crisis en para®s! + nAChRa4"" son mucho menores, y la vida media
aumenta significativamente con respecto a para®s’.
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Figura 16. Gen nAChRa4. Resultados grdficos de: A: Ensayo de crisis; B: Ensayo de supervivencia; C: Ensayo de
locomocion.
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4.1.9. Gen KCNQ

El gen KCNQ (homdlogo al gen KCNQ3 en humanos) codifica el miembro 3 de la subfamilia KQT
del canal de potasio voltaje dependiente.

En los ensayos de crisis [Figura 17.A], el tiempo de recuperacién es significativamente menor (p-
valor <0.001) en para®s* + KCNQRN4',

Lo mismo ocurre en el ensayo de supervivencia [Figura 17.B], donde la vida media de este
genotipo (para®s! + KCNQ™ ) es mayor (58 dias frente a los 48 dias de para®*!). En cambio, la
vida total es practicamente la misma en ambos genotipos (67 dias).

En el ensayo de locomocién [Figura 17.C], la distancia recorrida por el genotipo para®? +

KCNQ™™ es mayor que la recorrida por el genotipo para®.

En conjunto, el silenciamiento de este gen puede considerarse un buen candidato a supresor del
fenotipo del SD, ya que los resultados tanto del ensayo de crisis como de supervivencia asi lo

demuestran.
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Figura 17. Gen KCNQ. Resultados grdficos de: A: Ensayo de crisis; B: Ensayo de supervivencia; C: Ensayo de locomocion.
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4.1.10. Gen Slo

El gen Slo (homélogo al gen KCNMA1 en humanos) codifica el canal de potasio activado por
calcio de la subfamilia Ma1.

En el ensayo de crisis [Figura 18.A], el tiempo de recuperacidn es menor en para®s! + Slof",
pero la diferencia con el tiempo de recuperaciéon de para®! en pequefio (p-valor <0.05). En este
caso también hay varias moscas que no convulsionan en tiempo cero.

En cuanto al ensayo de supervivencia [Figura 18.B], el genotipo para®*! + SIof" tiene una vida
media mucho mayor que para®s! (56 y 42 dias respectivamente). Este hecho presenta al
silenciamiento de Slo como un supresor en el SD respecto a la vida media. La vida total es
practicamente la misma en ambos genotipos (66 dias).

En el ensayo de locomocion [Figura 18.C), la distancia recorrida por para®** + Slof"* es mayor.

En conjunto de los 3 ensayos, Slo podria ser un punto clave para tratar la enfermedad, ya que
su silenciamiento parece ser un buen supresor del fenotipo del SD.
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Figura 18. Gen Slo. Resultados grdficos de: A: Ensayo de crisis; B: Ensayo de supervivencia; C: Ensayo de locomocion.
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4.1.11. Gen Toy

El gen Toy (homdlogo al gen PAX6 en humanos) codifica un regulador transcripcional
involucrado en la oculogénesis y otros procesos de desarrollo.

En los ensayos de crisis [Figura 19.A], la diferencia entre la media del tiempo de recuperacion de
ambos genotipos no es significativa, siendo, en este caso, menor en para®..

En el ensayo de supervivencia [Figura 19.B], la vida media es significativamente mayor (p-valor
<0.001) en para®s! (40 dias frente a los 29 dias del genotipo para®s! + Toy®™ 4 La vida total es
también mayor en para®s! (60 dias frente a 53 dias del genotipo para®s! + Toy®"). Todo esto
postula el silenciamiento de Toy como un posible potenciador del fenotipo del SD.

En cuanto al ensayo de locomocién [Figura 19.C], la distancia recorrida por el genotipo para®ss

+ Toy®™™4 es mayor, con un p-valor <0.05.

En conjunto, el silenciamiento de este gen es el Unico de este estudio que se postula como
potenciador del fenotipo del SD, particularmente en la disminucién de la vida media de las
moscas, y por tanto, de la probabilidad de sobrevivir.
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Figura 19. Gen Toy. Resultados grdficos de: A: Ensayo de crisis; B: Ensayo de supervivencia,; C: Ensayo de locomocion.
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5. Discusion

En esta tabla [Tabla 3] podemos observar la significacion estadistica de cada uno de los
ensayos en cada uno de los genes estudiados.

Tabla 3. Significacion estadistica de los ensayos de crisis, supervivencia y locomocion.

Gen Gen en D. Ensayo de Ensayo de Ensayo de
Humano melanogaster crisis supervivencia locomocién
CACNA1A Cac _ * k% *
CACNB4 Ca-6 * % - * %%
CHRNB2 nAChRal _ * k% *%
CLCN1 Clc-a *5k % * * ok
GABRA1 CG8916 sk ok *% *%
HLF Pdp1 ] " -
CACNA1G CaalT *ok sk *okk *k
CHRNA4 nAChRa4 sk sk *
KCNQ3 KCNQ ok ok *k
KCNMA1 Slo * sk *%
PAX6 Toy _ sk *

El SD es una enfermedad rara infantil epiléptica debida a mutaciones dominantes en el gen
SCN1A humano. Existe mucha variabilidad en el fenotipo de la enfermedad, incluso para los que
tienen la misma mutacién. Por tanto, en este trabajo se ha empleado el modelo para®*! de
Drosophila melanogaster por ser para el gen homodlogo al gen SCN1A en la mosca de la fruta 'y
bss1 una mutacién caracteristica de D. melanogaster. Para entender esta variabilidad, se han
testado 11 genes candidatos a modificadores genéticos del gen para en este modelo. Estos
alteran o influyen en la expresién de la funcidn de este otro gen. La estrategia genética empleada
para alterar su expresion se basa en el uso del sistema UAS-GAL4 para expresar un RNA
interferente. La metodologia para el estudio de estos once genes es la realizacidon de ensayos de
crisis, ensayos de supervivencia y ensayos de locomocion.

Los 11 genes candidatos parecen influir en para, y por tanto, también en la enfermedad, ya que,
en al menos uno de los tres ensayos, hay diferencias significativas en las medias. Pero los genes
que tras este estudio pueden ser considerados como modificadores genéticos de SCN1A son los
que se exponen a continuacién. En el silenciamiento de los genes CG8916, CaalT, KCNQ,
nAChRa4, Clc-a y Slo se observan diferencias importantes en los tres ensayos realizados:
disminucién del tiempo de recuperacion de las crisis, aumento de la vida media y aumento de la
longitud recorrida y capacidad de exploracién de las moscas, revelando asi el silenciamiento de
estos genes como posibles supresores del fenotipo del SD. El silenciamiento de Toy es el Unico
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potenciador posible del fenotipo del SD en este estudio, mostrando una gran disminucion de la
vida media de las moscas.

Estos genes podrian ejercer como dianas terapéuticas y herramientas de diagnéstico del SD, ya
que han ayudado a esclarecer ciertos aspectos ya mencionados sobre la enfermedad. El estudio
ayuda a confirmar que el modelo para®s' de Drosophila melanogaster es bueno para la
investigacion del SD.

También hay que tener en cuenta los problemas que han surgido durante la realizacién de los
experimentos: en los ensayos de crisis se presenta mucha variabilidad. En varias ocasiones habia
moscas que no convulsionaban a tiempo cero, sino mas tarde, y moscas que no convulsionaban
en todo el ensayo. Ademas, en la mayoria de los experimentos, habia 1 o 2 moscas que se
recuperaban de la crisis en un periodo prolongado de tiempo, saliéndose de la media del grupo
de ensayo correspondiente. Esto podria ser debido a las condiciones del medio o a una mala
aplicacién del vértex. En los ensayos de supervivencia, normalmente la mosca control vivia
menos tiempo, pudiendo deberse esto a la presencia del equilibrador y no por el gen
modificador. En los ensayos de locomocién es donde mas claro se puede ver el efecto del
equilibrador debido a que en todos los casos las moscas experimentales caminaron mas que las
controles, incluso en el caso de Toy, el silenciamiento del cual se hipotetiza como intensificador
del fenotipo de la enfermedad. En un principio este ensayo también se iba a usar para comparar
no solo las diferencias entre la distancia recorrida, sino también la capacidad de exploracién con
el fin de encontrar otros defectos cognitivos, pero no fue posible al comprobar que, como se ha
indicado, las experimentales caminaban mucho mas que las controles. Por tanto, el ensayo de
locomocion solo se ha considerado verdaderamente significativo cuando el p-valor <0,001. Se
puede concluir que el equilibrador CyO podria alterar los resultados en los ensayos de
supervivencia y locomocidn, ya que da lugar a moscas con alas curvadas y eso condiciona los
resultados de estos ensayos. Ademas, puede que no influya en las convulsiones. En un futuro,
se podrian plantear otros equilibradores para evitar problemas como los mencionados.

Por tanto, este estudio permite postular el silenciamiento de los siguientes modificadores
genéticos humanos del gen SCNIA como supresores del SD: GABRA1, CACNA1G, KCNQ3,
CHRNA4, CLCN1 y KCNMA1, y el silenciamiento de PAX6 como potenciador. Gracias a este
trabajo, se descartan los genes restantes como modificadores genéticos: CACNA1A, CACNB4,
CHRNB2 y HLF. Se podrian seleccionar los genes elegidos como modificadores genéticos para,
en un futuro, volver a realizar los 3 ensayos con una mayor precisién y cantidad de réplicas
bioldgicas, ademds de subsanar los errores obtenidos en este estudio, principalmente el del
equilibrador CyO.

GABRA1, CACNA1G, KCNQ3, KCNMA1, CHRNA4, CLCN1 y PAX6 podrian ser en un futuro préximo
importantes dianas terapéuticas y herramientas de investigacidn en el SD, ya que, modulandolos
con medicamentos especificos, se podrian reducir o eliminar varios sintomas del SD, como
disminuir el nimero de crisis, mejorar la capacidad cognitiva, aumentar la supervivencia, etc.
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6. Conclusiones
Por tanto, de este trabajo podemos concluir que:

e E| silenciamiento de los genes CG8916, CaalTl, KCNQ, nAChRad4, Clc-a y Slo,
modificadores genéticos de para, se postula como supresor del fenotipo del SD.

e Elsilenciamiento del gen Toy, modificador genético de para, es el Unico potenciador del
fenotipo del SD de este estudio.

e Confirmacién de que el modelo para®s! de Drosophila melanogaster es bueno para la
investigacion del SD.

e El cromosoma equilibrador CyO puede alterar los resultados de los ensayos de
supervivencia y locomocion.
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